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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Gizynskiej

z Katedry Chemii Biomedycznej Uniwersytetu Gdanskiego

pt. ,Wykorzystanie C-koncowej sekwencji biatka BiIm10 do otrzymania

efektywnych stymulatoréw aktywnosci ludzkiego proteasomu 20S”

Modulacja aktywnosci enzymoéw proteolitycznych jest od lat przedmiotem
zainteresowania wielu grup badawczych, a takze firm farmaceutycznych ze wzgledu na
potencjalne duze znaczenie proteaz jako celi medycznych. Najczesciej poszukuje sie
zwigzkow selektywnie hamujacych dziatanie danej proteazy celem uzyskania pozgdanego
efektu terapeutycznego. Niemniej, w ostatnich latach coraz wiecej uwagi poswieca sie takze
poszukiwaniom aktywatorow proteaz, a klasycznym tego przyktadem jest bardzo duzy
kompleks katalityczny — proteasom. Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr
Matgorzaty Gizynskiej dotyczy wtasnie tego zagadnienia, a zostata wykonana w Katedrze
Chemii Biomoedycznej Uniwersytetu Gdanskiego pod opiekg dr hab. Elzbiety Jankowskiej,

prof. UG., ktéra posiada bardzo duze doswiadczenie w prowadzeniu tego typu badan.



Opublikowany dorobek naukowy Doktorantki stanowig trzy prace w bardzo dobrych
recenzowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym (PLoS ONE (2015), Scientific
Reports (2017) oraz Journal of Medicinal Chemistry (2019)). Na szczegdlng uwage zastuguje
praca w J. Med. Chem (IF-6.25), w ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 153 strony i ma klasyczny ukfad. W
pierwszej czesci Doktorantka przedstawia zatozenia i cele pracy. Sg one jasno zdefiniowane
i poparte poprawnie postawiong hipotezg badawczg. Kolejna czes¢ pracy to wstep
teoretyczny, ktérego forma i tre$¢ zastuguje na wyrdznienie. Mgr Gizyhska przedstawia w
niej budowe i funkcje proteasomu, zwigzki powodujgce jego modulacje w aspekcie
aktywnoéci, a takze choroby bedgce skutkiem jego dysregulacji, zwtaszcza choroby
neurodegeneracyjne wobec ktérych dedykowane sg badania Doktorantki. Bardzo ciekawa
jest dyskusja w zakresie wad i zalet zwigzkéw o charakterze peptydowym wobec innych
uzywanych zwigzkow matoczgsteczkowych jako modulatorow aktywacji proteasomu. Caty
wstep jest napisany na bardzo wysokim poziomie merytorycznym i bardzo dobrze sie go
czyta, a zatgczone rysunki dodatkowo doskonale obrazujg tre$¢ pracy. Widaé, iz Doktorantka
doskonale porusza sie w tej tematyce i posiada bardzo rozlegtg i dobrze ugruntowang
wiedze. Z pewno$cig wstep teoretyczny sam w sobie jest bardzo dobrym materialem do
napisania pracy przegladowej, jako iz stanowi takze kompletne kompendium wiedzy majacej
by¢ wyjsciem do udowodnienia postawionej w pracy hipotezy badawczej. Cytowana literatura
zostata dobrze dobrana, a duzg jej cze$¢ stanowig oryginalne prace zrodtowe. Catkowita
liczba cytowan literaturowych w pracy jest imponujgca i wynosi 196.

W kolejnym rozdziale dotyczgcym badan wiasnych, Doktorantka w sposéb
rzeczowy przedstawia swoje osiggniecia w zakresie badan na modulatorami aktywnosci
proteasomu. Analiza tej czesci pracy wskazuje, iz ma ona charakter interdyscyplinarny z
zakresu chemii peptydow i chemii medycznej, biochemii, modelowania molekularnego, a
takze badan  komorkowych.  Doktorantka opanowata duzy wachlarz  metod
eksperymentalnych i technik. Wszystkie eksperymenty w pracy zostaly przedstawione
rzeczowo i doktadnie. Co warto podkresli¢, to logika planowania kolejnych eksperymentéw.
W przypadku niepowodzenia, Doktorantka proponuje i wdraza kolejne rozwigzania
eksperymentalne, ktore prowadzg do udoskonalania otrzymywanych  struktur.
Przeprowadzone analizy wynikow eksperymentalnych takze sg na bardzo wysokim poziomie
merytorycznym. Nadrzednym celem pracy byta modyfikacja znanego juz wczesnigj
stymulatora aktywnosci ludzkiego proteasomu 20S — peptydu Blm-pep. Doktorantka
otrzymata kilkadziesigt modyfikacji tego peptydu, co w efekcie koncowym pozwolito na
uzyskanie sekwenciji, ktora stymulowata aktywnos¢ proteasomu w modelach komérkowych
AD, PD, HD oraz ALS. Moja uwaga i pytanie dotyczy zdania ze strony 52 — ,...Poczynione

przez nas w trakcie prowadzenia badan obserwacje wskazuja, iz aktywno$¢ proteolityczna



proteasomu moze sie zmieni¢ wraz z partig krwi, z ktorej byt izolowany...”. Czy Doktorantka
rozwazata miareczkowanie centrum aktywnego przy uzyciu inhibitorow kowalencyjnych by
doktadnie okreslic iloS¢ aktywnego enzymu w catkowitej ilosci izolowanego biatka. W
przypadku duzych réznic w aktywnosci proteasomu, jego cze$¢ mogta byé w postaci
nieaktywnej lub zdenaturowanej czy niepoprawnie sfoldowanej. Mogto to wptyngé na
otrzymywane wyniki, gdyz pomimo ze teoretycznie mamy do czynienia z nieaktywng czescig
proteasomu, to jednak w badaniach w ktérych analizuje sie oddziatywania czgsteczka —
biatko moze dojS¢ takze do interakcji czesci nieaktywnej takiego biatka z badanym
zwigzkiem, co finalnie wptywa na otrzymywane wartosci danych eksperymentalnych. Tutaj
prositbym Doktorantke o szerszy komentarz. Kolejne moje pytanie dotyczy kryterium wyboru
nienaturalnych aminokwasow wprowadzanych do sekwencji peptydowych. Jakie byty kryteria
ich wyboru? Wydawato by sie zasadnym otrzymanie matej biblioteki peptydéw z réznymi
nienaturalnymi aminokwasami, co pozwolitoby zapewne na bardziej doktadne zmapowanie
interesujgcych fragmentow sekwencji.

W rozdziale V (Metodyka badan) poswieconym procedurom eksperymentalnym,
Doktorantka w sposOb szczegolowy przedstawia opisy wszystkich wykonanych
eksperymentow. Zdecydowanie sg one wystarczajgce do powtdrzenia przez niezaleznych
badaczy w oparciu o zamieszczone informacje. Ten rozdziat takze zostat starannie
przygotowany, choé¢ tutaj mozna znalez¢ pewne niescistosci. Na przyktad na stronie 99 w
podrozdziale 3.5. poswieconym przylgczaniu znacznika Fitc, w opisie eksperymentalnym
mozna znalez¢ procedure nie dotyczgcg Fitc a Mca. Jest to zapewne tak zwana ,kalka” z
kolejnego rozdziatu, wiasnie poswieconemu przytgczaniu Mca. Z kolei, w przypadku
eksperymentow z ludzkg krwig brak jest informacji skad ta krew pochodzita i czy otrzymano
odpowiednie zgody na prace z takim materiatem biologicznym. W aspekcie obecnie
obowigzujgcych procedur taka informacja wydaje sie niezbedna do zamieszczenia w opicie
eksperymentalnym.

Kolejne dwa rozdziaty w pracy to podsumowanie wynikow otrzymanych przez
Doktorantke w wyniku prowadzonych badan, napisane w jezyku polskim i angielskim. Tutaj
Doktorantka w sposéb dojrzaty opisuje krok po kroku eksperymenty, ktére doprowadzity do
udowodnienia hipotezy badawczej. Analiza tego rozdzialu pozwala stwierdzi¢, iz w wyniku
realizacji zadan badawczych mgr Gizynska otrzymata wiele wynikdbw majgcych
zdecydowanie charakter nowosci naukowej o wysokiej dla dyscypliny i na bardzo dobrym
poziomie merytorycznym. Podkresli¢ nalezy, iz otrzymane wyniki otwierajg nowe kierunki
badawcze i sg doskonatym wstepem do prowadzenia jeszcze bardziej zaawansowanych
badan majgcych na celu znalezienie optymalnych modulatoréw proteasomu, co moze

przetozyc¢ sie na znalezienie kandydatéw do badan klinicznych.



Przedstawiona do oceny przez mgr Gizynskg praca doktorska jest napisany w sposob
jasny i przejrzysty. Doktorantka nie unikneta drobnych bftedow jezykowych (praca zawiera
sporo literowek), niemniej nie majg one negatywnego wplywu na wysokg wartosc

merytoryczng wynikow.

Podsumowujgc, przedstawiona rozprawa doktorska magister Matgorzaty Gizynskiej z
Katedry Chemii Biomedycznej Uniwersytetu Gdanskiego pod tytutem ,Wykorzystanie C-
koncowej sekwencji biatka BIm10 do otrzymania efektywnych stymulatoréw aktywnosci
ludzkiego proteasomu 20S” ma zdecydowanie oryginalny oraz nowatorski charakter, a
zawarte w niej wyniki badan majg cechy nowosci naukowej. Zamieszczone tutaj uwagi
i zastrzezenia nie majg wptywu na mojg bardzo wysokg ocene pracy. Po catkowitej ocenie
przedstawionej pracy z calg pewno$cig stwierdzam, iz spetnia ona wszystkie zwyczajowe
i ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Podkredlajgc wysoki poziom
merytoryczny pracy, bardzo dobry dorobek naukowy oraz duzy wplyw wynikow na rozwaj
dyscypliny wnosze o wyrdznienie pracy odpowiednig nagroda.

"Wnosze wiec o dopuszczenie przez Rade Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego mgr Matgorzaty Gizynskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Z wyrazami szacunku
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